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Zusammenfassung: Eine Vollenzymatische Triglyceridbestimmung mit Hilfe eines Lipase-Esterase-Gemisches zur
Hydrolyse und nachfolgender enzymatischer Glycerinbestimmung wird in das Analysenspektrum eines continuous
flow 12-Kanal-Analysators einbezogen.
Die Methode ist bis 7,9 mmol/1 (700 mg/100 ml) linear. Die analytische Präzision liegt im Konzentrationsbereich von
1,5 bis 5,4 mmol/1 (133 bis 478 mg/100 ml) bei Variationskoeffizienten zwischen 0,8 und 4,8%. Im unteren Meß-
bereich bei Konzentrationen um 0,7 mmol/1 (62 mg/100 ml) ergibt sich unter Routinebedingungen bei 1140 Messun-
gen ein mittlerer Variationskoeffizient von 7,2%. Als mittlerer prozentualer Verschleppungskoeffizient wird für
Triglycerid-Könzentrationen von 0,9 bis 7,7 mmol/1 (80 bis 680 mg/100 ml) Q = 2,0 ermittelt. Störende Einflüsse
durch Bilirubin werden nicht beobachtet. Im Vergleich zur manuellen Methode nach Eggstein & Kreutz ((1966) Klin.
Wochenschr. 44, 262—267) liegen die Werte nach der vollenzymatischeft Methode am 12-Kanal-Analysator um etwa
16% niedriger, korrigiert um einen additiven Faktor von 0,029 mmol/1 (2,59 mg/100 ml). Bei den Richtigkeitskon-
trollen mit Kontrollsefen wurde eine Differenz von 10% beobachtet.
A fully enzymatic triglyceride determination in a continuous flow 12-channel analyzer
Summary: A fully enzymatic triglyceride determination utilizing enzymatic hydrolysis with a lipase-esterase mixture
and subsequent enzymatic glycerol determination, has been adapted for use in a continuous flow 12-channel-analyzer.
The method is linear up to 7.9 mmol/1 (700 mg/100 ml). The analytical precision in the concentration range of 1.5
to 5.4 mmol/1 (133 to 478 mg/100 ml) is characterized by relative standard deviations of 0.8 to 4.8%. In the lower
measuring range at concentrations around 0.7 mmol/1 (62 mg/100 ml) a mean relative standard deviation of 7.2% is
found for 1140 measurements under routine conditions. For triglyceride concentrations of 0.9 to 7.7 mmol/1 (80 to
680 mg/100 ml) a mean relative coefficient of overspill Q = 2.0 is determined. Bilirubin caused no observable inter-
ference in the determination. In comparison with the jnaQual method byEggstein & Kreutz ((1966) Klin. Wochenschr.
44,262-267) the results from the fully enzymatic method on the 12-channel-analyzer were lower by approximately
16%, corrected by an additive factor of 0.029 mmol/1 (2.59 mg/100 ml). The accuracy controls with control sera
showed a difference of 10%.
Einleitung die Erkennung von Risikoindikatoren koronarer Herz-
, , -, , . . krankheiten wichtige Größen.
Die Einbeziehung der Triglyceride neben dem Cholestenn
in das Analysenspektrum eines Vielkanalänalysators er^ Seit Einführung der enzymatischen Triglyceridbestimmung
weitert das Screening-Profil dieses Gerätes um zwei für über Glycerin nach alkalischer Verseifung durch Eggstein
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&Kreiitz (1) wurden mehrere Versuche mechanisierter
Triglyceridbestimmungen beschrieben. Es handelt sich um
fluorimetrische und kolorimetrische Verfahren, die halb-
öder vollmechanisiert am Einkanal- oder Zweikanalanaly-
sator durchgeführt wurden. Sie setzen eine Extraktion der
Triglyceride mit Isopropanol oder Nönan-Isopropanol
und die Adsorption störender Substanzen wie Phospha-
tide und Glucose aus dem Extrakt voraus und beruhen
auf der Freisetzung des Glycerins durch alkalische Ver-
seifung oder Umesterung, der Oxidation des Glycerins zu
Formaldehyd und der Hantzsch-Reaktion zu 3,5-Diacetyl-
1,4-dihydrolutidin, das fluorimetrisch oder kolorimetrisch
gemessen wird (l-l).Köhring &Kattermann (7) be-
stimmten die Triglyceride zusammen mit Cholesterin
halbmechanisiert am Zweikanalanalysator. Sämtliche
Verfahren sind infolge der Extraktion methodisch auf-
wendig. Eine vollenzymatische Triglyceridbestimmung
am Zentrifugalanalysator mit hydrolytischer Spaltung
durch Lipase und enzymatischer Glycerinmessung wurde
von Tiffany et al. (8) beschrieben.
Nach Einführung einer vollenzymatischen Triglycerid-
bestimmung, bei der die Hydrolyse der Triglyceride in
Glycerin und Fettsäuren durch eine Lipase und eine
Esterase katalysiert wird (9,10), führten Kattermann
et al. (l 1) die Bestimmung an einem Endwert-Automaten.
durch.
Diese Arbeit berichtet über die Adaption der vollenzyma-
tischen Triglyceridbestimmung auf den 12-Kanal-Analy-
sator SMA 12/60. Technische Durchführung, Präzision,
Richtigkeit und Vergleichbarkeit der SMA 12/60-Ergeb-




Die Methode beruht auf der Hydrolyse der Triglyceride mit Hilfe
eines Lipase-Esterase-Gemisches (9) und nachfolgender enzyma-
tischer Bestimmung des „Gesamtglycerins**, das sich aus dem
„freien Glycerin" und dem „Triglycerid-Glycerin" zusammen-
setzt (10). Die Triglyceride werden als unkorrigierte Triglycerid-
Werte angegeben, d. h. der Anteil des freien Glycerins wird nicht
in Abzug gebracht.
Geräte
Die manuellen Triglyceridbestimmungen wurden durchgeführt
am Photometer Eppendorf 1100 M
Wellenlänge: 334 nm
Küvette: l cm Schichtdicke
Dem mechanisierten Verfahren lag folgende Gerätekonstellation
zu Grunde:
Technicon Autoanalyzer SMA 12/60
Probenfrequenz 60 Proben/h
Probentisch IBM 1894
Permanent wirksame Probenidentifizierung über Kurzlochkarten
Werteerfassung, Auswertung, Qualitätskontrolle und Statistik
über Prozeßrechner IBM 1800, on-line Anschluß




Fließschema s. Abbildung l
Reagenzien und Durchführung
für die manuelle Bestimmung nach Eggstein & Kreutz:
Der Ansatz erfolgte mit den bei Bergmeyer (12) beschriebenen
Reagenzien nach dem Originalverfahren.
für die vollenzymatische Bestimmung am SMA 12/60:
Die eingesetzten Enzyme und Substrate entsprachen den bei
Wahlefeld (9) beschriebenen. Zusätzlich wurden im Lipolyse-
Reagenz Glucose-6-phosphat und Glucose-6-phosphatdehydro-
genase verwendet, um das durch die im Primärkreis (Fließschema,
Abb. 1) ablaufende Reaktion des Serurn-Pyruvats oxidierte NADH
wieder zu reduzieren. Auf diese Weise sollte ein NADH-Konzen-
tratiorissprung zwischen Primär- und Sekündärkreis verhindert
werden.
Die Messungen wurden mit Testpackungen der Firma Boehringer
Mannheim durchgeführt, Charge 7065403.
Konzentrationen der Gebrauchslösungen

























0.051 1.00 Puff er -Substrat
0.015 0.10 Probe
0,020 0.16 Lipolyse- Reagenz
0,030 0,32 Luft
0,051 1,00 Puffer - Substrat




Abb. 1. Fließdiagramm für die vollenzymatische Triglyceridbestimmung am Auto-Analyzer SMA 12/60...
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Lipolyse-Reagenz 1,5 MU/i Lipase Immol/l] (mg/IOOmlJ
l,5 kU/1 Esterase




Glycerokinase-Reagenz 0,6 kU/1 Glycerokinase
30 kU/1 Lactatdehydrogenase
5 kU/1 Pyruvatkinase
Die technische Durchführung ist im Fließschema (Abb. 1) wieder-
gegeben. Die Verbindung zwischen Dialysator und Photometer
ist so dimensioniert, daß eine Reaktionszeit von l Minute nicht
unterschritten wird. Alle Lösungen wurden verschlossen im Kühl-
schrank bei 4 °C aufbewahrt. Dabei sind die Gebrauchslösungen
eine Woche haltbar.
Kalibrierung
Während der Erprobungsphase wurde ein stabilisierter wäßriger
Primärstandard verwendet, der 20,8 mg Glycerin in 100 ml
Lösung enthält, entsprechend 2,26 mmol/1 Triglyceride bzw.
200 mg/100 ml (Precimat Triglyceride 200 mg/100 ml, Boehringer
Mannheim, Best. Nr. 15621).
Nach Einführung der vollenzymatischen Triglyceridbestimmung
als Routineuntersuchung wurde die Kalibrierung mit dem für die
übrigen Parameter des SMA 12/60 verwendeten SMA Reference
Serum (Technicon Instruments Corporation, Charge BAJ 709)
durchgeführt. Da für dieses Standardserum kein Sollwert für die
Triglyceride angegeben ist, wurde laborintern in einer 100-fach
Bestimmung am SMA 12/60 der Sollwert mit 1,17 mmol/1
(104 mg/100 ml) ermittelt. Die Kalibrierung des Gerätes erfolgte
mit dem angegebenen Primärstandard.
O1- 0
0,2 0,6 0,fl
Serum Volumenirak t ion (1J
Ergebnisse und Diskussion
Stabilität der Basislinie
Die Überprüfung der Basislinie unter Verwendung der
fertigen Gebrauchslösungen ergab in Tests über 45 min
eine Schwankung von maximal einem Skalen teil nach
oben oder unten, entsprechend ±0,11 mmol/1 Triglyce-
ride (10 mg/100 ml). Eine einseitige Drift war nicht fest-
zustellen. Unter Routinebedingungen ergäben sich bei
Serien von jeweils 20 Patientenproben, gefolgt von einer
Präzisionskontrollprobe mit 0,7 mmol/1 Triglyceride
(62 mg/100 ml), ebenfalls Schwankungen von maximal
einem Skalenteil. Die Nachjustage der Basislinie nach je-
weils 20 Proben wird empfohlen. Diese Frequenz stimmt
mit dem von uns verwendeten Beschickungsschema des
Probentellers für das SMA 12-Profil überein (13-15).
Meßbereich und Liriearität
Für die manuelle vollenzymatische Triglyceridbestimmung
wurde eine lineare Abhängigkeit des Meßsignals von der
Triglycerid-Konzentration bis zu einer Konzentration q = ·
von 7,9 romol/1 (700 mg/100 ml) gefunden (l 0). Die '
Überprüfung des Linearitätsbereiehes am 12-Kanal-Ana-
lysator erfolgte über eine Verdünnungsreihe. Ein Pool- BJ
serum mit erhöhtem Triglycerid^Gehalt wurde in l Q _
Stufen mit physiol. NaCl-Lösung verdünnt und von jeder A
Konzentration eine 3-fackBestimmung durchgeführt _
(9 + l, 8 + 2, . . . , l + 9). Bei einem Korrelationskoeffi- B
ziehten r = 0,999 ± 0,004 ergab sich auch am 12-Kanal-
Abb. 2. Linearitätsprüfung der Triglyceridbestimmung. 3-fach
Bestimmungen in der Verdünnungsreihe (10 + 0;
9 + 1; ; 2 + 8 ; l +9)
y = 69,68 + 0,06 mmol/1; y = 69,68 + 5,30 mg/100 ml
r = 0,999
Analysator eine lineare Beziehung bis zu einer Triglycerid-
Konzentration von 7,9 mmol/1 bzw. 700 mg/ 1 00 ml
(Abb. 2). Das Ende des linearen Bereiches liegt zwischen
7,9 und 10,2 mmol/1 (700 und 900 mg/ 1 00 ml). Unter
Einhaltung einer Sicherheitsreserve wählen wir für Rou-
tinemessungen eine Begrenzung des Meßbereichs auf
6,9 mmol/1 (602 mg/100 ml). Lipämische Seren werden
mit physiol. NaCl-Lösung verdünnt.
Verschleppung
Die Überprüfung der im System auftretenden Verschlep-
pung erfolgte über die Analyse von 3 Poolseren unter-
schiedlicher Konzentration ih der Probensequenz 5 H -
5 N - 5 H - 5 M - 5 H - 5 N - 5 M - 5 N [H = hohe
Konzentration = 7,7 mmol/1 (680 mg/ 1 00 ml),
M = mittlere Konzentration = 3,1 mmol/1 (274 mg/
100 ml), N - niedrige Konzentration = 0,9 mmol/1
(80 mg/100 ml)].
Als Ausdruck für die Verschleppung wird der Verschlep-
pungskoeffizient q bzw. der prozentuale Verschleppungs-





= erster Wert einer Folgeserie B von 5 gleichen Pro-
ben
= Mittelwert aus dem zweiten, dritten, vierten und
fünften Wert einer Serie A.
= Mittelwert aus dem zweiten, dritten, vierten und
fünften Wert einer Folgeserie B.
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Tab. 1. Prozentuale Verschleppungskoeffizienten
H = hohe Konzentration = 7,7 mmol/1; M = mittlere
Konzentration = 3,1 mmol/1; N = niedrige Konzentra-
tion = 0,9 mmol/1.
T P K . U V C . E N Z . S I 2 260 32003 K Q N T f t O L L K A R T ? 23.0e.76 10.22









(von der niedrigeren zur
höheren Konzentration)
Q 2
(von der höheren zur niedrigeren
Konzentration)
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Abb. 3. Rechnerausdruck zur Präzisionskontrolle in der „unter-
brochenen Serie an mehreren Tagen" (berechnet für 2
und 28 Wochen, Ausschnitt aus Kontrollkarte über
3 Tage).
Für Verschleppungen von der niedrigen zur hohen Konzen-
tration ergab sich als Mittel Qj = l ,82, für Verschleppun-
gen von der hohen zur niedrigen Konzentration Q2 = 2,02.
Die Einzel werte für Ql und Q2 sind in Tabelle l wieder-
gegeben.
Präzision der Methode
Die „Präzision in der Serie" wurde mit 5 Poolseren unter-
schiedlicher Konzentration geprüft, indem jeweils 30
Proben eines Konzentrationsbereiches hintereinander
analysiert wurden. Dabei ergaben sich Variationskoeffi-
zienten zwischen 0,8% und 3,1 % (Tab. 2).
«»
Für die „Präzision in der unterbrochenen Serie an meh-
reren Tagen" (Definition siehe 15) unter Routinebedin-
gungen über einen Zeitraum von 28 Wochen (n = 1140)
ergibt sich für den ungünstig niedrigen Konzentrations-
bereich von = 0,71 mmol/1 (62,8 mg/100 ml) eine
Standardabweichung s = 0,051 mmol/1 (4,5 mg/100 ml)
und ein Variationskoeffizient VK = 7,2%. In Abbildung 3
ist der Rechnerausdruck für die Präzisionskontrolle
(Kontrollkarte) wiedergegeben.
In einer zusätzlichen Untersuchung ermittelten wir die
„Präzision in der unterbrochenen Serie an einem Tag"
und die „Präzision von Tag zu Tag" nach einem Rando-
misierungsverfahren. An 5 aufeinanderfolgenden Tagen
wurden in 5 Poolserumproben unterschiedlicher Trigly-
ceridkonzentrationen = 0,79 mmol/1 (70 mg/100 ml)
bis = 5,41 mmol/1 (479 mg/100 ml) 5-fach-Bestim-
mungen durchgeführt. Die Proben wurden während der
Untersuchungszeit portioniert bei 4 °C aufbewahrt und
täglich aufs neue zufallsverteilt, d. h. die 5 Proben einer
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Abb. 4. Einzel-Variationskoeffizienten ( , c) und mittlere Varia-
tionskoeffizienten (*, ·) in Abhängigkeit von der Trigly-
cerid-Konzentration. „Präzision in der unterbrochenen
Serie an einem Tag" ( ) und „Präzision von Tag zu Tag"
(o) bei Zufallsverteilung.
* A „Präzision in der unterbrochenen Serie an einem
Tag" (n =? 5)
·- - -· „Präzision von Tag zu Tag" (n =? 5)
Nach diesem Verfahren läßt sich aus einer kleinen Analy-
senzahl eine Aussage über die analytische Präzision
machen unter Einschluß von Verschleppungsfehlern. Aus
der Versuchsanordnung ergeben sich für jeden der 5
Konzentrationsbereiche 5 Angaben über die „Präzision
in der unterbrochenen Serie an einem Tag" ( n = 5) und
aus den jeweils ersten, zweiten, dritten, vierten und
fünften Bestimmungen an jedem Tag für jeden Konzen-
trationsbereich 5 Angaben über die „Präzision von Tag
zu Tag" ( n = 5). Das Verfahren wurde ebenfalls.für die
Präzision bei der manuellen voÜenzymatischen Triglycerid-
bestimmung angewandt und beschrieben (10).
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Die am SMA 12/60 erzielten Ergebnisse sind in Abbil-
dung 4 wiedergegeben. Mit Ausnahme des niedrigsten
Konzentrationsbereiches lagen die Variationskoeffizien-
ten für beide Arten der Präzision zwischen 0,8 und 4,8%.
Es wird daraus deutlich, daß die analytische Präzision
für die Triglyceridbestimmung im Routinebetrieb aus-
reichend gut und von Tag zu Tag-Schwankungen weit-
gehend unabhängig ist. Bei niedrigen Konzentrationen
um 0,79 mmol/1 (70 mg/100 ml) streuen die Variations-
koeffizienten stärker und Hegen zwischen 3,4—13,2%.
Störungen bei Hyperbilirubinämie
Der Einfluß von Bilirubin wurde durch Zumischen einer
Bilirubin-Verdünnungsreihe untersucht. Bei Bilirubin-
Konzentrationen bis 265 / (15,5 mg/100 ml) wurde
keine Störung beobachtet.
Richtigkeitskontrolle
Die Ergebnisse der an Kontrollseren überprüften Richtig-
keit der Methode sind in Tabelle 3 zusammengefaßt. Da-
bei wurden die SMA 12/60-Werte den nach der manuel-
len Methode (1) ermittelten Werten gegenübergestellt.
Den Vergleichen lastet an, daß nicht jeder Kontrollserum-
Hersteller Angaben über die Berücksichtigung des freien
Glycerins macht. Unter Beachtung dieses Unsicherheits-
faktors ergeben sich gegenüber der manuellen Methode
am SMA 12/60 im Mittel um 10% niedrigere Werte.
Dies entspricht den Ergebnissen der Richtigkeitskontrol·
len und des Methodenvergleichs zwischen manueller voll-
enzymatischer Bestimmung und manueller Bestimmung
nach alkalischer Verseifung (10).
Tab. 3. Richtigkeitskontrolle mit Kontrollseren
Kontrollserum angegebener SMA 12/60 Abwei-











(2907-301) (N = 5)
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Der Vergleich zwischen vollenzymatischer Triglycerid-
bestimmung am SMA 12/60 und der Originalmethode
nach Eggstein &Kreutz erfolgte an einem Kollektiv von
76 Seren von Patienten mit normalen und erhöhten Tri-
glyceridspiegeln (Konzentrationsbereich 0,75-6,9 mmol/1
bzw. 66-613 mg/100 ml) und erstreckte sich über 12
Tage. Die Kalibrierung des SMA 12/60 erfolgte
a) mit dem SMA Reference Serum, in dem der Sollwert
nach Kalibrierung mit einem primären Glycerin-
Standard am SMA 12/60 bestimmt wurde und
b) mit einem Patientenserum, dessen Triglyceridgehalt
nach der manuellen Referenzmethode (1) durch eine
5-fach Bestimmung ermittelt wurde.
Die Abbildungen 5 und 6 zeigen das Ergebnis der Korre-
lationsanalysen. Als Regressionsgleichung y = bx + a
ergab sich, wenn der SMA 12/60 nach a) kalibriert wurde
(vgl. Abb. 5):
y = 0,843 + 0,029 mmol/1; r = 0,993 ± 0,012
bzw. y = 0,843 x + 2,59 mg/100 ml; r = 0,993 ± 0,012
Der Korrelationskoeffizient r = 0,993 zeigt, daß die bei-
den Methoden vergleichbar sind. Die SMA 12-Werte lie-
gen aber um 16% tiefer, korrigiert um einen additiven
Faktor von 0,029 mmol/1 (2,59 mg/100 ml). Damit
kommt zu der für die manuelle vollenzymatische Trigly-










200 400 600 [mg/lOOml]
1 Rückkorrektur auf unkprrigierte Triglyceride nach den Anga-
ben des Herstellers
2 keine Angaben über Korrektur
0 2 t 6 [mmol/l]
Triglyceride (Methode Eggstein/Kreutz)
Abb. 5. Korrelation der Methoden
= Methode nach Eggstein & Kreutz (1)
y = vollenzymatische Methode am SMA 12/60
Kalibrierung mit SMA Reference Serum, in dem der Soll-
wert über einen primären Glycerin-Standard am SMA
12/60 bestimmt wurde,
n = 76
y = bx + a
b = 0,843 ±0,010
a = 0,029 mmol/l = 2,59 mg/100 ml
r =0,993 ±0,012
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( m m o l / l j Img/IOOml]
0 2 , [mmol/l]
Triglyceride (Methode Eggstein/Kreutz)
Abb. 6. Korrelation der Methoden
= Methode nach Eggstein & Kreutz (1)
y = vollenzymatische Methode am SMA 12/60
Kalibrierung mit Patientenserum, in dem der Sollwert
nach Eggstein & Kreutz bestimmt wurde.
n = 76
y = bx + a
b = 1,027 ± 0,014
a = 0,001 mmol/l = 0,103 mg/100 ml
r =0,992 ±0,013
eine weitere Differenz von etwa 6% hinzu. Legt man die
manuelle Methode (1) als Referenzmethode zugrunde
und führt die Kalibrierung des SMA 12/60 nach b), also
mit einem Patientenserum durch, so ergibt sich für den
Methodenvergleich mit denselben 76 Patientenseren die
in Abbildung 6 dargestellte Korrelationsanalyse mit der
Regressionsgleichung y = bx -l- a
y = 1,027 -i- 0,001 rnmol/1; r = 0,992 ± 0,013
bzw. y = 1,027 + 0,103 mg/100 ml; r = 0,992 ± 0,013
Bei diesem Vorgehen wird eine sehr gute Korrelation
zwischen dem manuellen und dem continuous-flow Ver-
fahren erreicht. Die Werte sind praktisch identisch
(b = 1,027 ± 0,014; a = 0,001 mmol/l).
Praktikabilität
Die vollenzymatische Triglyceridbestimmung läßt sich
am SMA 12/60 mit einer theoretischen Probenfrequenz
von 60 Proben/h durchführen. Bei dem von uns gewähl-
ten Beschickungsschema entspricht dies 40 Proben/h (14).
Um aussagekräftige Verlaufskontrollen zu bekommen,
muß darauf geachtet werden, daß die Proben für die
SMA 12/60 Untersuchung nach fettfreier Abendmahl-
zeit etwa 12 h später nüchtern entnommenes Blut ent-
halten. Nachteile der an das continuous flow-Verfahren
adaptierten vollenzymatischen Triglyceridbestimmung
sind
1. die bis jetzt noch relativ hohen Kosten, die sich bei
200 Patientenseren pro Tag unter Berücksichtigung
des Reagenzienverbrauchs während der Kalibrierphasen
des Gerätes auf einen Richtwert von 0,80 DM pro Be-
stimmung belaufen,
2. die bisher nicht durchgeführte Korrektur um den An-
teil an freiem Glycerin und
3. die unbefriedigende Kalibrierung mit einem wäßrigen
Glycerinstandard.
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